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[緒言]
癌の骨-の転移 ･骨破壊は骨痛,病的骨折,高カルシウム血症などの骨関連事象の原因とな
り,患者のqOLを低下させる大きな負の要因である｡そのため,癌の骨転移の制御は癌治療に
おける重要な課題である｡高Ij甲状腺ホルモン関連蛋白 (parathyroidhormoneィe]atedprotein:以下
PTHrP)は肺癌,乳癌,腎細胞癌患者の高カルシウム血症の惹起因子として単離同定され副副甲
状腺ホルモン1型受容体 (parathyroidhormone1receptor:以下 ;PTHIR)と結合してPTHと同
様の生物学的活性を有する｡PTHrPは乳癌患者の原発巣では50-70%程度に,骨転移巣では90%
以上に病理組織の免疫組織化学染色の結果から認められる｡一方で骨以外の転移部位でのPTHrP
発現は17%程度と少なく,このことはPTHrPが癌骨転移巣における骨破壊において重要な役割
を果たすことを示唆している｡
癌の骨転移巣での骨破壊は,癌細胞が直接骨を破壊するのではなく,破骨細胞を介して骨吸
収が行われる｡破骨細胞性骨吸収によって骨基質から種々の成長因子が放出されるが,その中
でも形質転換成長因子(transfわrminggrowthfactor-β:以下 ;TGF-β)は,癌細胞に作用LPTHrP産
生を促進し,PTHrPは骨芽細胞/骨髄間質細胞の PTHIRに結合しRANKL産生の促進ならびに
OPG産生の抑制によって破骨細胞を活性化し,骨吸収をさらに克進する｡骨転移巣での骨微小
環境における'viciouscycle"(悪循環)は癌細胞によって形成され,癌細胞は骨内で増殖 ･進展
を繰り返してゆくQPTHrPはこの悪循環において中心的な役割を果たすことから,pTHrPを分
子標的とした治療は癌の骨破壊の制御に有用と考えられる｡本研究では経口摂取が可能な薬剤
として新規に開発された非ペプチ ド由来 pTHIRアンタゴニス トJB4365の乳癌骨転移における
癌の骨破壊-の効果について検討を行った｡
[材料ならびに方法]
1.新規経口PTHIRアンタゴニス ト
JB4365:分子量 554の非ペプチ ド由来経口 PTHtR アンタゴニス トである｡JamesBlack
Foun血tion研究所 (King'sCo一legeLondon,UK)により開発され供与を受けた｡
2.invitroにおけるJB4365の破骨細胞性骨吸収抑制機構に関する桧討
1)細胞増殖に与える影響 :ヒト乳癌細胞抹(MDA-MB-231)(以下 MDA-231),マウス骨髄由来
骨芽細胞様間質細胞株 sT2(以下ST2)培養液中に0.1-10pMやJB4365を添加し,72時間後の
生細胞数を指標に検討した｡
2)ST2の破骨細胞調節因子-の影響:ST2のrnacrophagecolony-stimulatingfactor(以下M-CSF),
receptoractivatorofnuclearfactorKBligand(以下 RANKL),osteoprotegerin(以下OPG)に対する
JB4365の影響についてRT-PCR伍を用いて検討した.
3)PT仙pによる破骨細胞形成に対する影響:5週齢雄C57BLマウスの骨髄から採取した骨髄細胞を
PTHrP(10nM)存在下で7日間培養し破骨細胞を分化誘導したC破骨細胞形成能に対して,0.1-10pM
のJB4365を添加し,酒石酸抵抗性酸ホスファターゼ(tartrate-resistantacidphosphatase 以下:TRAP)
陽性多核細胞数を評価した｡
3.invivoにおけるJB4365の骨破塵抑制に関する権討
l)ヌー ドマウス皮下移植腫蕩モデルを用いた検討 :5適齢雌 BALB/C系nu/nuヌー ドマウスの
背部皮下に MDA-231細胞 (8×105個)を移植した｡JB4365を60mgn(g/mouse/dayで毎日28日ま
で経口投与し対照群には等量の PBSを投与した｡皮下にて増大した腫虜の体積を評価し,また
経時的な体重の変化に関しても検討した｡
2)マウス骨転移動物モデルの作製 :4適齢雌ヌー ドマウスの左心室に MDA-231細胞 (lxlO5
個)を播種し乳癌骨転移モデルを用いて検討した｡JB4365を 60mgn(g/mouse/dayでマウスに毎
日経口投与し,28日目に屠殺し癌の骨転移についてエックス線学的 ･組織学的に検討した｡
【結果】
1.invitroにおけるJB4365の破骨細胞性骨吸収抑制機構に対する効果
InvitroにおいてJB4365は0.1-10pMの濃度の範囲でMDA-231細胞の増殖に影響を与えな
かった｡破骨細胞形成支持細胞であるST2に対するJB4365の効果はRT-PCRの結果から,濃度
依存性にRANKL,M-CSFの発現を抑制し,OPGは発現の回復を認めた｡骨髄細胞から破骨細胞
を誘導する破骨細胞形成系では,JB4365は濃度依存的にTRAP陽性細胞の形成を減少し,破骨
細胞形成を抑制した｡
2.invivoにおけるJB4365骨破塵抑制に対する効果
Invivoにおいて,皮下移植腫療モデルではJB4365の連日経口投与は腫癌の体積に著明な変
化を及ぼさなかった.マウスの体重は治療群,対照群で差を吉忍めなかったo
骨転移モデルにおいて,エックス線学的に骨吸収部位の解析を行ったところ骨吸収量に有意
な差を認めた｡また,組織学的に検討した結果からも,腫虜の増大に有意差を認めJB4365を投
与した群が腫虜の増大が抑制され,骨破壊も少なかったOまた,TRAP染色の結果からも,対照
群では吸収された骨の表面に沿って多数の破骨細胞が存在するのに対し,治療群では破骨細胞
の形成は有意に少なかった｡
[考秦および結静]
本研究では新規に開発された非ペプチ ド由来の経口投与可能な pTHIR アンタゴニス ト
JB4365について検討したoJB4365はinvitroにおいて,破骨細胞形成に関与するST2細胞のみ
ならずMDA-231細胞の増殖を抑制しなかったが,PTHrPによる骨髄細胞の破骨細胞-の分化誘
導を濃度依存性に抑制した｡一方 invivoにおいては,JB4365は皮下移植した腫癌に対して増殖
抑制効果を示さなかったにもかかわらず,骨転移モデルではJB4365による破骨細胞形成の抑制
ならびに腫癌の増殖抑制を認め,癌の骨破壊が抑制された｡また JB4365は PTHrPで刺激した
sT2細胞のRANKL,M-CSFの発現を抑制し,OPGの発現をmRNAレベルで促進することが確
認できた｡これらの結果から,JB4365が直接の抗腫疾効果や骨髄間質細胞-の増殖抑制効果は
ないものの,PTHrPのPTHIR結合に対して競合的に作用し,その結果 pTHrPによる破骨細胞
形成ならびに活性化を抑制する効果を持つことが示唆された｡
癌の骨転移に関してPTHrPを対象とした治療戦略では,中和抗体を用いた治療法がマウス骨
転移モデルにおいて骨吸収を抑制したとの報告があり,現在ヒト化された中和抗体が治験段階
第二相にある｡JB4365はこれまでに開発された同系統の薬剤とは異なりペプチ ド構造を持たず,
分子量も 554と小さい｡また,化学的に合成が可能で経口薬としての使用が可能なほど化学的
に安定な特性を持ち,前述の抗体医療の注射製剤などと比較して医療経済的に有利な特徴を持
つ｡新規に開発された非ペプチ ド小分子治療薬であるPTHIRアンタゴニストは小分子化合物で
ある特性を生かし経口投与が可能であり,さらに抗体に比べ化学的な合成の簡便さから大量な
生産も可能であるなど経済的な長所も併せ持つ｡
本研究からJB4365の有用性が示唆され,癌骨転移制御にPTHIRアンタゴニストは有効な治
療法であることが明らかになった｡
